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RESUMO

Salmonella enterica é um dos mais importantes patogenos associados a formulas lacteas
infantis (FLI). Neste trabalho, foi avaliada a sobrevivéncia e crescimento de uma estirpe padrao
de Salmonella enterica sorotipo Typhi em duas FLI reconstituidas (F1 e F2) sob diferentes
condicdes de preparo e armazenamento similares as utilizadas em lactarios hospitalares. Para
ambas as FLI inoculadas e incubadas a temperatura ambiente, observou-se um aumento de
3,3 log na populacao de S. enterica logo nas primeiras 24 horas de incubacdo e um aumento
superior a 4,5 log ao término de 72 horas. A 4°C, nas primeiras 48 h de incubacao, houve leve
aumento populacional (< 1,0 log) e, apds 72 horas, o crescimento foi similar ao observado
sob temperatura ambiente. Em relacao ao aquecimento em banho-maria, verificou-se que a
60°C/ 5 min houve uma reducao de um pouco mais de 1 log UFC/ml, entretanto, a 60°C/ 10 min,
a queda observada foi de 2,8 log em F1 e de 2,3 log em F2. Ja a 70°C/ 5 min, ocorreu reducéo de
cerca de 3 log UFC/ml para F1 e F2, enquanto que por 10 min, essa reducao foi cerca de 1 log
maior. O aquecimento em forno de micro-ondas mostrou ser a forma mais rapida e eficiente de
reducao da populacao de Salmonella nas FLI, uma vez que nao foi detectada contagem celular
apos nenhum dos tratamentos utilizados. Os resultados sugerem que FLI contaminadas durante
a etapa de preparo podem apresentar um crescimento bacteriano mesmo sob temperatura de
refrigeracdo se mantidos por tempo prolongado e que determinados métodos de tratamento
térmico nao sao suficientes para inibicdo completa de S. enterica.

PALAVRAS-CHAVE: Salmonella entérica; Formulas Lacteas Infantis; Tratamento Térmico;
Armazenamento

ABSTRACT

Salmonella enterica is one of the most important pathogens associated with infant milk
formulas (IMFs). In this study, the survival and growth of an S. enterica serovar Typhi strain
in two reconstituted IMFs (F1 and F2) under different conditions of preparation and storage,
similar to those used in hospital lactaries, was evaluated. For both IMFs inoculated at room
temperature, there was 3.3 log increase in the population of S. enterica by the first 24 h of
incubation and > 4.5 log increase at the end of 72 h. At 4°C, in the first 48 h of incubation,
there was a slight increase in population (< 1.0 log) and after 72 h, growth was similar to that
observed at room temperature. A heated water bath was used to test the effect of thermal
treatment methods on bacterial viability. At 60°C for 5 min, there was a reduction of slightly
more than 1 log CFU/mL; however, at 60°C for 10 min, the observed decrease was 2.8 log for
F1 and 2.3 log for F2. At 70°C for 5 min, there was a reduction of approximately 3 log CFU/ml
for both IMFs and for 10 min, this reduction was approximately 1 log higher. Heating in a
microwave oven was the most efficient way of reducing populations of Salmonella in the
IMFs, as bacterial cell counts were not detected after any of the treatments used. Our results
suggest that IMF contamination during the preparation step may support bacterial growth
even under refrigeration if kept for a prolonged time and that some thermal treatment
methods are not sufficient for the complete inhibition of S. enterica.

KEYWORDS: Salmonella Enterica; Infant Milk Formulas; Heat Treatment; Storage
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INTRODUCAO

Diferentes situacdes de salide podem resultar na impossibilidade de
amamentacéo natural ou ainda, trazer riscos para salde dos lacten-
tes. Nestes casos a alternativa é a utilizacdo das formulas lacteas
infantis (FLI), que atenderao as necessidades nutricionais, sem
comprometer o crescimento e desenvolvimento dos lactentes"?34,

De acordo com Arsalan et al.>, a fabricacao de FLI comercialmente
estéreis nem sempre é possivel de ser realizada utilizando-se a
tecnologia de processamento atual. Com isso, existem riscos po-
tenciais de infeccao dos bebés através do consumo deste alimen-
to. Estes riscos sao maiores quando as formulas lacteas nao sao
preparadas, manuseadas ou armazenadas de modo apropriado.

Os micro-organismos e/ou suas toxinas geram grande preocupa-
cdo quanto a administracdo das formulas lacteas, uma vez que
a sua presenca pode causar doencas e, até mesmo, resultar na
morte dos lactentes®’.

Cronobacter spp. (antigamente descrito como Enterobacter
sakazakii) e Salmonella enterica sao os mais preocupantes pato-
genos associados as formulas lacteas, uma vez que existem cla-
ras evidéncias de que suas presencas podem resultar em graves
doencas na populacdo de risco que consome esse alimento>2.

Para os fabricantes de alimentos, a Salmonella sp. é uma das
bactérias de mais dificil controle, pois sua sobrevivéncia em ali-
mentos nao depende apenas da atividade de agua do ambiente
ou alimento, mas também de outros fatores, como a composicdo
da matriz e a temperatura de preparo e armazenamento®.

Muitos trabalhos tém investigado a sobrevivéncia de Cronobac-
ter spp. nas formulas lacteas, mas pouca atencao tem sido dada
quando o patdgeno é Salmonella. Este trabalho, portanto, visa
avaliar a sobrevivéncia e o crescimento de uma estirpe padrao
de Salmonella enterica sorotipo Typhi em FLI sob diferentes con-
dicoes de aquecimento e armazenamento, simulando as formas
de preparo das FLI na rotina de um lactario.

MATERIAIS E METODOS

Estirpes e condi¢cdes de cultivo

A estirpe de Salmonella enterica subsp. enterica, sorotipo Typhi
ATCC19214, foi utilizada nos estudos de sobrevivéncia em FLI sob
diferentes condicoes de preparo e armazenamento comumente
empregadas em lactarios nos hospitais do Brasil. A cultura foi
estocada em caldo Casoy com 40% (p/v) de glicerol a -20°C até
0 momento do uso.

Foérmulas lacteas infantis (FLI)

As latas de duas marcas de FLI desidratadas mais comumente em-
pregadas nos lactarios de hospitais publicos foram adquiridas em
farmacias locais da cidade do Rio de Janeiro. Para todos os experi-
mentos, as formulas foram reidratadas com agua destilada estéril
de acordo com as instrugdes dos fabricantes encontradas no rotulo.
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Aquecimento em banho-maria

As FLI foram reconstituidas, em condicoes de assepsia, em agua
destilada estéril. As FLI foram distribuidas em frascos esté-
reis (50 ml) e inoculadas de modo a se obter a concentracao
final de 10° UFC/ml da estirpe de S. enterica. O tratamento
térmico foi realizado em banho-maria (marca Quimis, modelo
Q304M-2105,160 W) a 60°C e 70°C por 10 e 5 minutos. Apos esse
tempo, a amostra foi removida do banho-maria e imersa em ba-
nho de gelo por 5 min. O nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) apds o tratamento térmico foi quantificado con-
forme descrito adiante.

Aquecimento através de forno de micro-ondas

A fim de se reproduzir o que acontece normalmente em um lac-
tario, foi seguida a metodologia descrita por Al-Holy et al.’°, com
pequenas modificagdes. A FLI foi reconstituida em agua destilada
e porcoes de 50 ml foram dispensadas em frascos estéreis, que
foram, em seguida, esterilizados a 121°C por 5 min. Os frascos
foram inoculados com 100 mL da cultura de S. enterica, isola-
damente, de modo a se obter a concentracdo inicial de célu-
las de aproximadamente 10° UFC/ml. Um forno de micro-on-
das caseiro (marca Midea, modelo MM30EL1VW, tensao 127 V,
poténcia 1000 W) foi utilizado para aquecer os frascos durante
30, 45, 60 e 90 segundos (sendo, este ultimo tempo, dividido
em dois periodos de aquecimento de 45 segundos, interrompidos
por um intervalo de 30 segundos). Um frasco de FLI reconstitui-
da e inoculada, porém sem aquecimento, serviu como controle.
Apos o aquecimento, os frascos foram agitados vigorosamente e
resfriados a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a
quantificacao das UFC sobreviventes de S. enterica.

Crescimento de S. enterica em FLI armazenadas sob
temperatura ambiente e refrigeracao

Mais uma vez a fim de se mimetizar as condicdes de armazenamen-
to que ocorrem na rotina de um lactario, investigou-se a capaci-
dade de sobrevivéncia das estirpes de S. enterica em FLI recons-
tituidas armazenadas a temperatura ambiente (aproximadamente
26°C) e sob refrigeracao (4°C). A estirpe de S. enterica foi inocula-
da, separadamente, em tubos contendo 10 ml de FLI reconstituida
estéril de modo a atingir a concentracao inicial de 10¢ UFC/ml. Os
tubos foram agitados vigorosamente em um vortex (marca Biomatic
modelo 1005) e o crescimento da bactéria foi monitorado por pla-
queamento (apds 24, 48 e 72 h) em agar Casoy (Micromed).

Enumeracéo de S. enterica

As UFC de S. enterica foram enumeradas pela técnica de “spread
plate”. As amostras foram diluidas e plaqueadas em agar Casoy,
em duplicata, e incubadas durante 18-24 h a 37°C.
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Analises estatisticas

Para todos os testes de significancia, valores p > 0,05 foram considera-
dos estatisticamente significativos. One-way ANOVA foi utilizado para
avaliar as diferencas nos parametros estudados. As analises estatis-
ticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism, versao
6.00 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, California, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O armazenamento sob refrigeracao pode auxiliar na seguranca do
alimento ou, ainda, aumentar a vida de prateleira de diversos ali-
mentos, evitando ou retardando o crescimento de patogenos''. No
entanto, Salmonella pode ser um problema em alimentos armaze-
nados sob refrigeracao, pois alguns estudos relatam o crescimento
de estirpes de diversos sorotipos como Enteritidis, Typhimurium e
Heidelberg durante o armazenamento a 10°C, e em alguns casos,
o crescimento até mesmo sob a temperatura de 4°C'12,

Neste trabalho, o crescimento de Salmonella enterica em duas
FLI armazenadas sob temperatura ambiente e sob refrigeracao
foi avaliado através da quantificacdo celular em intervalos de
24 horas por um periodo de 72 horas, partindo-se de um indcu-
lo inicial de 4,9 log UFC/ml. Nao foram observadas diferencas
significativas (p > 0,05) nos resultados encontrados para as duas
formulas empregadas (Figuras 1 e 2).

Quando as féormulas foram armazenadas em temperatura ambien-
te, houve um aumento de 3,3 log na populacao de Salmonella pre-
sente nas primeiras 24 horas de incubacao e de aproximadamente
3,8 log apds 48 horas. Ao término de 72 horas de incubacéo, foi
observado, para ambas as formulas lacteas, aumento superior a
4,5 log da concentracao celular. Esses resultados sugerem que for-
mulas lacteas contaminadas durante a etapa de preparo podem
apresentar um crescimento bacteriano elevado, ja nas primeiras
24 horas, se mantidas em temperatura ambiente.

Sob temperatura de refrigeracao, nas primeiras 48 horas de incuba-
cao, foi detectado leve crescimento populacional (inferior a 1 log).
Entretanto, ao final de 72 horas, observou-se crescimento similar

-
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Figura 1. Curva de crescimento da estirpe Salmonella enterica ATCC19214,
durante 72 horas, na formula lactea infantil 1 armazenada sob temperatura
ambiente e sob temperatura de refrigeracao (4°C).
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Figura 2. Curva de crescimento da estirpe Salmonella enterica ATCC19214,
durante 72 horas, na formula lactea infantil 2 armazenada sob temperatura
ambiente e sob temperatura de refrigeracao (4°C). Todos os experimentos
foram realizados em triplicata.

ao das formulas incubadas a temperatura ambiente, o que corres-
ponde a um aumento de 4,5 log em relacdo ao inoculo inicial. Dessa
forma, é possivel concluir que a temperatura de refrigeracdo, que
é um fator inibidor de crescimento bacteriano, nao impede o cres-
cimento de Salmonella enterica nas FLI avaliadas.

Estudos similares realizados com Cronobacter sp, que é o outro pa-
tdgeno comumente associado a contaminacao de formulas lacteas,
mostraram que quando formulas reconstituidas eram contaminadas
artificialmente com cepas deste patogeno e incubadas a 30°C, havia
um crescimento de 2,5 a 3,14 log na concentracao populacional
logo nas oito primeiras horas de incubacao®. No entanto, quan-
do as formulas contaminadas eram incubadas sob temperatura de
refrigeracao, os autores nao detectaram crescimento microbiano,
provavelmente devido ao baixo indculo inicial utilizado.

A avaliacédo do crescimento de Salmonella enterica apds o aque-
cimento das formulas lacteas em banho-maria e em forno de
micro-ondas foi realizado utilizando-se recipientes plasticos
contendo 50 ml de cada formula lactea utilizada, simulando as
condicoes de aquecimento empregadas em lactarios. Pequenas
diferencas (p < 0,05) foram observadas nos resultados provenien-
tes da utilizacdo da formula 1 e da formula 2 (Figura 3).
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Figura 3. Concentracao de Salmonella enterica em FLI artificialmente
contaminadas submetidas a aquecimento em banho-maria. O controle
nao foi submetido a nenhum tratamento térmico. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata.
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0O aquecimento em banho-maria a 60°C por 5 minutos nao resultou
em queda consideravel da contagem de Salmonella, havendo re-
ducédo de um pouco mais de 1 log UFC/ml em ambas as formulas.
0 aquecimento a mesma temperatura por 10 minutos resultou em
uma queda do crescimento microbiano de 2,8 log na formula 1
e de 2,3 log na formula 2. Quando as formulas inoculadas foram
submetidas ao aquecimento a 70°C por 5 minutos, observou-se,
para ambas, uma reducao de cerca de 3 log UFC/ml e, mediante o
aquecimento por 10 min, essa reducao foi de 3,7 log UFC/ml para
a formula 1 e de 4,0 log UFC/ml para a formula 2.

Assim como os resultados encontrados no presente trabalho,
Rowlands et al.™ também descrevem a reducédo da populacao de
trés sorotipos diferentes — Enteritidis, Panama e Infantis — em for-
mulas lacteas infantis reconstituidas, experimentalmente conta-
minadas e submetidas as temperaturas de 60°C, 70°C e 80°C, por
5 minutos. As reducdes obtidas variaram entre 4 e 6 ciclos logarit-
micos, a 60°C. Ja a 70°C e a 80°C, os autores nao mais detectaram
o crescimento de Salmonella spp. nas amostras analisadas.

E possivel, portanto, verificar que os tratamentos térmicos a 60°C
e 70°C por 5 ou 10 minutos nao sao suficientes para eliminar toda
a populacao de Salmonella spp. inoculada nas formulas lacteas,
demonstrando a importancia dos cuidados nas etapas de preparo
e manipulagao desses alimentos. Essa importancia é enfatizada

Tabela. Concentracéo celular de S. enterica nas formulas lacteas apos o
aquecimento em forno micro-ondas convencional.

Log UFC/ml de Salmonella enterica

Formula 1 Formula 2
Controle (sem tratamento) 6,04 6,04
Aquecimento por 30 s <2,00 < 2,00
Aquecimento por 45 s < 2,00 < 2,00
Aquecimento por 60 s < 2,00 <2,00
Aquecimento por 90 s < 2,00 < 2,00

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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pelo fato de que alguns sorotipos de Salmonella tém o potencial
de causar doencas em doses muito baixas, vindo a se tornar,
assim, uma preocupacao especifica para os lactentes, particular-
mente aqueles na categoria de alta suscetibilidade, como os de
baixo peso, os prematuros e os imunocomprometidos'®®.

0 uso do aparelho de micro-ondas é uma pratica corrente para
aquecimento de formulas lacteas reconstituidas, tanto em domi-
cilios quanto em hospitais. Neste trabalho, o aquecimento em for-
no de micro-ondas convencional pareceu ser a forma mais rapida
e eficiente de reducao da populacao de Salmonella nas FLI recons-
tituidas. Nao foi observado crescimento bacteriano nas formulas
aquecidas por 30, 45, 60 e 90 segundos, apresentando assim, uma
reducao superior a 4,0 log na concentracao celular (Tabela).

A eficiéncia da inativacdo de Cronobacter sakazakii em FLI por
meio de aquecimento em forno de micro-ondas foi recentemente
relatada por Pina-Pérez et al.”. Entretanto, nao foram encontra-
dos na literatura trabalhos citando a sobrevivéncia de Salmonella
nas FLI mediante o aquecimento utilizando este equipamento.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que FLI con-
taminadas durante a etapa de preparo podem apresentar um
crescimento bacteriano mesmo sob temperatura de refrigeracao
se mantidos por tempo prolongado e que, na faixa de tempo
estudada, determinados métodos de tratamento térmico nao siao
suficientes para inibicao completa de S. enterica.

Tendo em vista essa resisténcia térmica de Salmonella, é possi-
vel afirmar que a reconstituicao das FLI a uma temperatura su-
perior a 70°C por um tempo de exposicdo minimo de 10 minutos
e 0 aquecimento de pequenas porcoes em forno de micro-ondas
convencional por pelo menos 30 segundos, pode proporcionar
um nivel mais alto de protecao contra a infecgao por Salmonella
adquirida por este tipo de alimento.
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